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(54) Composition pour la coloration enzymatique des fibres keratiniques, notamment des cheveux, et son 
application dans un precede de coloration. 



Composition pour la coloration non eclaircissante des fibres keratin iques et en particulier des 
cheveux comprenant notamment un enzyme capable de catalyser la formation des polymeres colorants, 
et comprenant aussi des precurseurs de colorant tels que des bases et des coupleurs, dans une solution 
tamponnee, caracteris6e en ce que le pH de ladite composition est proche de la neutral ite et ledit 
enzyme a une activite optimale dans une gam me de pH comprise entre 6,5 et 8 et ne necessite pas pour 
son activite la presence de peroxyde d'hydrogene .L'enzyme est avantageusement une laccase en 
particulier la laccase de Rhizoctonia praticola ou de Rhus vernicrfera. 
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La present invention a pour objet un c mposition pour la coloration des fibres keratiniques, notamment 
des cheveux ? comprenant un enzyme ,de preference une laccase . Elle est egalem nt relative a un procede 
d coloration d s cheveux utilisant ladite composition. 

Actuell ment, a la connaissanc de la demanderesse, la seule technique de coloration capillaire capable 
5 de couvrir correctement et de facon durable les cheveux est la technique de coloration d'oxydation. 

Au cours de la reaction d'oxydation, des precurseurs de colorants , qui sont des composes aromatiques 
appartenant aux families des diamines, aminophenols (ou aminonaphtols) et des phenols (ou naphtols) , sont 
oxydes en presence de peroxyde d'hydrogene et d'ammoniaque. 

Dans une premiere etape, ces precurseurs se transforment en radicaux intermediaires tres reactifs qui se 
10 couplent entre eux pour former, au cours de la deuxieme etape de condensation oxydative, des polymeres colo- 
res pouvant se fixer sur la keratin e. 

Dans cette reaction complexe, le peroxyde d'hydrogene a deux fonctions : decolorer les pigments en place 
afin d'eviter les variations de te in tune resultant de la couleur initiate du cheveu et d eel en c her le processus oxy- 
datrf. 

15 L'ammoniaque facilite la dissolution des colorants et , par alcalinisation du milieu , favorise Taction deco- 
lorante du peroxyde . 

Bien que cette technique donne de tres bons resultats coloristiques, il est reconnu qu'un traitement re pete 
dans de telles conditions oxydantes alcalines peut degrader la fibre capillaire , et irriter le cuir chevelu. C'est 
pourquoi, des recherches sont menees pour trouver une methode de coloration permanente douce, non agres- 
20 sive pour le cuir chevelu et la fibre capillaire mais qui assure cependant une couverture durable des cheveux . 

La technique de coloration non eclaircissante par des enzymes oxydases rendant inutile I'emploi de 
peroxyde d'hydrogene et d'ammoniaque est une alternative possible. 

L'oxydation des polyphenols et des amines aromatiques utilises pour la coloration permanente peut etre 
catalysee de facon tres specrfique par deux groupes d'enzymes: des phenoloxydases (EC 1.14.18.1) ou des 
25 peroxydases (EC 1.11.1.7). 

L'oxydation activee par les phenoloxydases ne requiert que la presence d'oxygene moleculaire comme 
co-substrat alors que l'oxydation activee par les peroxydases , comme decrite dans le brevet US 3.957.424, 
requiert la presence de peroxyde d'hydrogene dans le milieu. 

Le choix de phenoloxydases parmi toutes les oxydases connues est done plus approprie pour catalyser 
30 l'oxydation des precurseurs de colorants qui sont leurs substrats specifiques en presence d'oxygene atmos- 
pherique. 

Les phenoloxydases (benzenediol oxygene oxydoreductases ) regroupent deux types d'enzymes: 

- les para-diphenoloxydases ou laccases (ancienne classification : EC 1.10.3.2). 

- les ortho-diphenoloxydases ou catecholoxydases ou tyrosinases ( ancienne classification: EC 1.10.3.1). 
35 Les laccases catalysent l'oxydation des monophenols, ortho-et paradiphenols, triphenols, para-diamines 

et de I'acide ascorbique. 

Les tyrosinases catalysent l'oxydation des monophenols, des ortho-dip h6nols, mais pas celle des para- 
diphenols nides parad iamines(Mayeret Harel, Phytochem.18, 193-215,1979). 

De telles enzymes sont utilised s neanmoins dans des compositions de coloration telle que celle decrite 
40 dans le brevet US 2.539.202. 

Parmi les phenoloxydases, le choix d'une laccase est preferable pour la coloration capillaire, puisque la 
para-phenytenediamine ou le para-aminophenol, qui sont les precurseurs primaires les plus employes dans la 
technique de coloration, ne seront pas oxydes ou seulement tres lentement en presence de tyrosinase. 

Cette technique de coloration activee par des oxydases a fait I'objet de brevets anterieurs. 
45 Le brevet US 3 251 742 decrit une methode de coloration capillaire activee par des enzymes de type phe- 
nolases (tyrosinase ou laccase). Les enzymes sont utilisees soit pour catalyser l'oxydation en presence d'oxy- 
gene d'un melange de composes aromatiques polyhydriques et d'amines, soit pour acc6lerer leur vitesse 
d'oxydation en presence d'un agent chimique comme le peroxyde d'hydrogene a pH neutre ou legerement alca- 
lin (pH 7 a 8,5). 

so Le brevet FR-A- 2112 549 reprend cette methode avec un systeme d'oxydation qui n'exige pas la presence 

d'une combinaison des deux types de precurseurs (composes polyhydriques et amines aromatiques) Tun ou 
Pautre des composes pouvant §tre utilised isolement. Ce brevet pr^conise I'emploi d plusieurs enzymes de 
typ oxydase parmi I squelles la laccase de Polyporus versicolor, la lactate oxydas d Mycobacterium phlei, 
la glucose oxydas d'Aspergillus niger, la galactose oxydase d Dactylium dendroid s, la glycolate oxydase 

55 du cortex renal de sanglier, I'aldehyde oxydase du foi de lapin, la monoamine xydase du plasma bovin et 
I'urate oxydase du foie de sanglier. 

Le procede decrit dans ce brevet c nsiste a mettre n contact les cheveux av c une solution aqueus ren- 
fermant 0,01 a 500 ppm d'un d s oxydases citees td'environ 0,001 a 6% npoidsd composes aroma- 
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tiques et ayant une large gamme de pH ( de 4 et IO t preferenti llement de 5,5 a 8. Cette solution est exempte 
de melanges diamines aromatiques ar matiques ou de leurs derives avec des polyphenols u leurs derives. 

La laccase fut decouverte en I883 par Yoshida dans le latex de I'Arbre a Laque japonais: Rhus vernicif ra 
(Yosh ida, J.Chem. Soc, 472 (I883)). II semble qu'elle soit presente dans les canaux secreteurs de tous les mem- 

5 bres des Anacardiacees (Joel et al, Phytochem., 17, 796-797, (1984)), dans les peches et les chataignes et 
chez de nombreuses especes de la famille des Podocarpacees. 

Chez les champignons, elle est abondamment produite par de nombreux Basidiomycetes qui degradent 
la lignine: Collybia velutipes, Fomes annosus, Fomes fomentarius ,Lentinus edodes, Phanerochaete chrysos- 
porium, P hoi iota mutabilis, Pleurotus ostreatus.Poria subacida, Sporotrichum pulverulentum, Trametes (= 

10 Polyporus) sanguinea, Trametes versicolor. On la trouve chez les Ascomycetes tels qu f Aspergillus nidulans, 
Neurospora crassa, Podospora anserina et chez les Deuteromycetes tels que Botrytis cinerea et Rhizoctonia 
praticola (Bollag et Leonowicz , Applied and Environ. Microbiol., 48, 849-854, (I984)). 

Ces laccases d'origines diverse sforment un groupe relativement heterogene par la variabilite de leur struc- 
ture (poids moleculaire, composition) et de leurs proprietes (specificite par rapport au substrat, pH optimum, 

15 point isoelectrique). Cependant toutes les laccases connues catalysent les reactions suivantes: 



OH O 
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La grande majorite de ces laccases a un pH optimum d'activite acide (< 6,0) pour I'oxydation des phenols 
et des amines aromatiques a I'exception des laccases de I'Arbre a Laque (Rhus sp.) et de Rhizoctonia praticola 
40 qui ont un pH optimum neutre (Reinhammar, B.B.A, 205,35-47,(1970); Bollag et al., Can. J. Microbiol, 25,229- 
233, (1978)). 

Dans le brevet US 3.251.742 , la technique de coloration necessite le melange d'un compose aromatique 
mono ou polyhydrique et d'une amine aromatique . Par ailleurs, les exemples decrits ont ete realises avec la 
tyrosinase. 

45 Parmi toutes les oxydases citees dans le brevet FR-A-2 112 549 , la seule laccase indiquee, qui serait 
I'enzyme la plus specifique pour catatyser I'oxydation des colorants, est une laccase fongique produite par Tra- 
metes (= Polyporus)versicolor. Or cette laccase , qui a ete tr&s etudiee, catalyse I'oxydation de phenols et 
d'amines aromatiques de fagon optimale pour des pH compris entre 3,6 et 5,2, avec une activite presque nulle 
pour des pH superieurs a 6,0 (Benfield, Phytochem.,3,79-88,(l964);Bocks , Phytochem, 6, 777-783,-(1967)). 

so Pour des pH aussi acides, la penetration des polymeres colores dans la fibre capillaire est tres difficile, ce qui 
rend la coloration moins couvrante et moins resistante aux lavages. 

Aucune des compositions decrites dans Cart anterieur n perm t done une coloration satisfaisante t dura- 
ble des cheveux sans utiliserde peroxyde d'hydrogen , qui , lors de traitements repetes , degrade la fibre capil- 
laire et irrite le cuir chevelu . 

55 La demanderesse s' st done attach e a la mise en oeuvre d'un composition permettant une coloration 

non eclaircissante fficace, durable et resistant au lavage des fibres keratiniques t notamment des chev ux, 
et n pres ntant pas les inconvenients precedemment cites , e'est-a-dire global ment n*6tant pas agressive 
pour I cuir chevelu et la fibre capillaire. 
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La demanderesse a montre d mantere surprenante que Ton pouvait colorer des fibres k6ratiniques et 
notammentd s cheveux , sans les eclaircir^ un pH proche de la neutrality etsans utiliser de peroxyd d' hydro- 
gen , a I'aide d'un composition contenant un enzyme capable de catalyser la formation des polymfcres colo- 
rants, et ayant une activity optimale dans un gamme de pH proch d la neutrality. 
5 De manure encore plus surprenante, la demanderesse a montr6 que le fait que cette composition ait un 

pH proche de la neutrality augmente la vitesse initiate de la reaction d'oxydation de certains des pr£curseurs 
de colorants. 

La pr£sente invention a done pour objet une composition pour la coloration non dclaircissante des fibres 
k£ratiniques et en particulier des cheveux, comprenant notamment un enzyme capable de catalyser la forma- 
10 tion des polymeries colorants et comprenant aussi des pr£curseurs de colorants tels que des bases et des cou- 
pleurs , dans une solution tamponn&e, caract6ris6e en ce que le pH de ladite composition est proche de la 
neutrality ,et ledit enzyme a une activity optimale dans une gamme de pH comprise entre 6,5 et 8 et ne n6cessite 
pas pour son activity la presence de peroxyde d'hydrogene. 

Cette composition permet une p6nytration efficace des polymeres dans les fibres des cheveux, et permet 
15 done d'obtenir une coloration ton sur ton couvrante et rysistante au lavage. 

Du fait de la mise en oeuvre d'un enzyme ayant une activity optimale dans une gamme de pH comprise 
entre 6,5 et 8, la composition peut avoir un pH proche de la neutrality , ce qui permet ainsi d'6viter les incon- 
v6nients des compositions d6crites dans Tart anterieur , qui ont une certaine agressivity vis-a-vis du cuir che- 
velu et des fibres capillaires. 

20 Des mesures dynamometriques ryalis6es sur des mdches de cheveux naturels , color6es par diff^rents 
proced6s de coloration permanente ont permis de mesurer la degradation provoquee par ces traitements sur 
la fibre capillaire (alteration de ses propriytys yiastiques ). Les r6sultats ont montry qu'une teinture d'oxydation 
traditionnelle & pH 9,5 renfermant 3% de peroxyde d'hydrogene provoque une degradation 4 fois supyrieure 
a celle observ6e avec une coloration enzymatique a pH neutre ( ll% et 3% de degradation respectivement) . 
25 De plus , la composition selon I'invention offre I'avantage d'6viter ('utilisation de peroxyde d'hydrogene . 

En effet , le peroxyde d'hydrogene qui est habituellement utilise en presence d'ammoniaque provoque & 
pH alcalin ( 9 <pH < 11) une decoloration des pigments en place . Ce ph6nomene apparent ulterieurement a 
la racine des cheveux lorsque la fibre s'est allong6e de quelques centimetres avec sa pigmentation naturelle . 
C'est le problems , souvent inesthetique , des "racines ", qui necessite ('application d'une nouvelie coloration. 
30 Un autre avantage de ce type de composition est son caract£re non mutagfene. 

De maniere preferentielle, ('enzyme compris dans la composition est une laccase , en particulier la laccase 
de Rhizoctonia praticola ou de I'Arbre & Laque (Rhus vemicifera). 

Ces deux enzymes , dont I'existence est connue dans Tart anterieur , n 'ont jamais ete utilises & la connais- 
sance de la demanderesse dans des compositions pour la coloration des cheveux. 
35 Avantageusement , la laccase de R. praticola est obtenue par fermentation. 

La laccase de R. vemicifera peut , quant a elle, etre isoiee a partir de materiel vegetal. 
Les bases ou interm6diaires primaires peuvent etre des amines aromatiques, des diaminophenols et des 
aminophenols dont les groupements NH 2 et OH sont en position ortho ou para les uns par rapport aux autres . 
lis sont responsables de la nuance profonde et peuvent se coupler sur eux-memes pour former des pigments 
40 tres colores . 

lis peuvent etre notamment la para-ph6nyienediamine (pPD) , I'ortho-aminophenol (oAP), le paranmethy- 
laminophynol (pMAP), le paraaminoph6nol (pAP), la para-toluyl6nediamine (pTD) et/ou la N-phenyl-para-phe- 
nyiynediamine (NpPD) . 

Les coupleurs ou modrficateurs peuvent etre des meta-diamines , des metaaminoph6nols, des polyphenols 
45 ou des naphtols. Pris iso!6ment ou en couplage entre eux , its ne donnent qu'une tres faible coloration ; en cou- 
plage avec une base , ils modifient la nuance . 

lis peuvent etre notamment le myta-aminophynol (mAP) , le pyrocatychol (PyC) , le pyrogalloI(PyG), le 
rysorcinol (R), le l-naphtol (l-N), la meta-phenyl6nediamine(mPD), le para-ami noorthocresol (pAOC),l'hydro- 
quinone (Hq), le 1, 5 dihydroxynaphtaiene (I.5 DHN) et/ou le 2,7-dihydroxynaphtal6ne (2.7 DHN) . 
so L'association bases et coupleurs est choisie en fonction de la couleur desiree. 

La formulation globale doit etre adaptee au resultat coloristique desire . On utilise le plus souvent une plu- 
rality dissociations base-coupleur . De bons resultats sont obtenus avec des quantites s nsiblement 6quimo- 
laires pourchaque association base-coupleur prise individu llement. 

Les quantites totales d ces molecules sont comprises dans une gamme allant de 0,05% a 0,3% en poids 
55 d lacompositi n et sont pr6ferentiellement de I'ordre de 0,12% environ. 

Un autre avantage de la presente composition reside dans le fait qu'il n'est pas obligatoire de meiang r 
des precurseurs de colorants de type amine avec d s precurseurs de type phenol . 

Les deux types d precurseurs p uvent etre utilises isoiement aussi bien qu'en melange , ce qui augment 
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les possibility coloristiques . 

II st ainsi possible d'obtenir une coloration chatain grace a un melange compose uniquement de deux 
amines aromatiques t lies que la p- et la m-phenylenedimaine. 

La presente invention a d'autre part pour objet un procede de coloration des cheveux dans lequel les che- 
5 veux sonttraites avec la composition precedemmentdecrite , durantun temps detraitementde IO a 40 minutes 
et preferentiellementde 20 a 35 minutes . Le traitement est generalement effectue a la temperature ambiante , 
mais il peut etre accelere par chauffage doux a 30°C environ . La temperature ne doit cependant pas exceder 
40°C. 

La description qui suit donne a titre non limitatrf des exemples illustratifs de I'invention. 
w Les figures 1 et 2 represented I'effet du pH sur i'oxydation respectivement de la pPD et du pAP par des 
laccases de R.praticola et R.vernicifera (Arbre a Laque). Le pH est mention n6 en abscisse, I'ordonnee indiquant 
le taux en pourcentage de I'activite mesuree par rapport a I'activite maximale des enzymes . 

EXEMPLE 1 

15 

Procede de production de la laccase de Rhizoctonia praticola. 

Le present exemple deceit une methode particuliere de culture en fermenteur d'une espece du genre Rhi- 
zoctonia en vue de la production et de la purification de laccase induite. 
20 Ce champignon tellurique produit une phenoloxydase extracellulaire qui a un pH optimum d'activite proche 
de 7,0 alors que fa plupart des laccases fongiques ont un pH optimum inferieur a 5,0. Elle est de ce fait tres 
specifique. 

1. Conditions de culture . 

25 

Les conditions de culture decrites ici et en particufier les teneurs de certains elements nutritifs, la nature 
de I'inoculum, les parametres d'oxygenation, de temperature, d'agitation, ainsi que les moments d'apport de 
Tinducteur et de recolte de la culture ont ete definis a la suite de nombreux essais qui ont permis d'optimiser 
la production de I'enzyme. 

30 Nature de la souche: souche sauvage de I'espece Rhizoctonia praticola (Vaartaja n°1347= R. solani type AG 
4). 

Composition du milieu de culture : milieu Czapeck Dow modrfie contenant pour un litre: 
NaN0 3 : 3g/K 2 HP0 4 : Ig/KCL: 0,5g/MgS0 4 , 7H20: 0,5 g/ Saccharose: 20g/ Asparagine: 2,5 g/1ml d'une solu- 
tion d'oligo-elements contenant : (FeS0 4 : lg/CaCI 2 , 5H 2 0: 2,0g/CuS0 4 , 5H 2 0: 0,l5g/ ZnS0 4l 7H 2 0: 0,10 
35 g/H 2 0 qsp lOO ml)/biotine: 25us/thiamine:50ug. Conditions de fermentation: les parametres ont ete definis 
avec un reacteur de 7 1 contenant 4,5 1 utiles, de 420 mm de hauteur et 150 mm de diametre interieun 

- temps zero: ensemencement avec un broyat de mycelium obtenu a partir d'une culture jeune en milieu 
liquide statique (70 ml d'inoculum pour 4,5 1 de milieu). 

- pendant 48 heures: agitation a 300 RPM, temperature = 28°C, taux d'oxygene dissous = 65%. 

40 - a tO + 48 heures: apport de Tinducteur = 4-methoxy benzeneamine 2 .1 0 4 M dans le mil ieu;augmentation 
de Tagitation a 400 RPM; abaissement de la temperature a 20°C et apport d'antimousse (silicones par 
exemple). 

- a tO + 70 a 74 heures: maximum de production de ('enzyme, recolte du milieu et mycelium et filtration 
pour conserver le milieu qui constitue I'extrait brut. 

45 Cet extrait brut est ensuite purifie pour isoler I'enzyme par les techniques ^ultrafiltration et de chromato- 
graphie d'exclusion . 

II subit une ultrafiltration sur membranes de seuil de coupure de I0.000 daltons puis une separation par 
filtration sur Ultrogel AcA 34 (20 OOO- 350 000 daltons). 

so 2- Caracterisation de I'enzyme: 

2-1- pH optimum d'oxydation des phenols et amines aromatiqu s: 

A la d iff 're nee d'autres laccases d'origine fongique, la laccase de R. praticola a un pH optimum d'activite 
proche de la neutral rte pour oxyder les diphenols u I s p-diamines (pH 6,8 a 7,5). Seule la laccas de I'Arbre 
55 a Lacque (Rhus vernicrfera) agit de facon optimale a pH neutre pour oxyder les mem s substrats. 
2-2- poids mol'culaire (PM): 

II a ete determine par electrophores de I'enzyme sur gel de polyacrylamide contenant du Sodium D decyl 
Sulfate (SDS-PAGE 5-20%) avec d s marqueurs proteiques d PM connus:lactate deshydrogenase 140000, 
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Albumine Bovine 67 OOO, beta-glucosidase 36 000, Cytochrome C 12 500). L g I col re par le Bleu de 
Coomassie a revele la presence de deux bandes proteiques corr spondant & deux iso-enzymes appeles B L1 
et L2" d PM egaux & 135 000 et 155 000 respectivement 
2-3- point isoelectrique (pi): 

Deux techniques de Focalisation Isoelectrique ont indique avec precision les pi des 2 isoenzymes separes. 

2-3-1- Focalisation Isoelectrique analytique: Sur Ampholine PAG Plate ( LKB ), pH 3,5-9,5 en presence 
de marqueurs proteiques de pi connus: Amyloglucosidase 3,5; Ferritine 4,4; Albumine Bovine 4,7; beta lacto- 
globuline 5,4: Conalbumine 5,9; Myoglobine cheval 7,3; Ribonuclease 9,45; Cytochrome C 10,65. La revelation 
au Bleu de Coomassie a montre que les 2 isoenzymes L1 et L2 ont des pi egaux & 4,9 et 4,4 respectivement. 

2-3-2-Focalisation isoelectrique preparative: 

Sur Ultrodex avec Ampholites pH3-10 a confinme le pi de la bande L2 possedant la meilleure activite spe- 
cifique d 4,4. 

CONCLUSION: 

La caracterisation de la laccase de R.praticola par son pH optimal d'activite , son poids moleculaire et son 
point isoelectrique a mis en evidence des proprietes differentes de eel les decrites pour d'autres laccases . Ces 
proprietes specifiques permettent done d'identifier aisement la laccase induite de R.praticola produite par fer- 
mentation par rapport aux autres laccases (voir tableau ci-apres). 
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Tableau comparatif des proprietes de differentes 
laccases : 



espece classe PM pi 

Polyporus Basidio 62000 ? 

versicolor mycete 

Rigidoporus Basidio 55000 3,5 

lineatus mycete 

Agaricus Basidio 102 000 ? 

bisporus mycete 

Botrytis Asco 65 000 2,5 

cinerea mycete 

Rhus Dicoty 110 000 8,5 

vernicifera ledone 
Rhizoctonia Deutero 78 OOO ? 
praticola mycete 
(2) 

R.prati- Deutero 140 000 4,4 
cola(3) mycete 



pH optimum(l) 
3,8 

5,6 

5,6 

4,7 

7,0 

7,0 

7,0 



(1) pH optimum d^xydation de di phenols 

(2) culture statique (travaux de J.M, 
precedemment cites). 

(3) culture en fermenteur. 



Bollag 
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EXEMPLE 2- 

Comparaison de I'activite oxydative des laccases de Rhizoctonia praticola etde Rhus vernicifera en fonc- 
tion du pH. 

5 

Une unite d'activite p-pheny16ne diamine (upPD) ou une unite d'activite p-aminophenol (upAP) est definie 
comme la quantity de laccase necessaire pour provoquer une variation de DO a 525 nm ou a 380 nm d'une 
unite par minute, a 25°C dans un melange reactionnel de 2,5 ml de solution tampon phosphate 0,02 M pH 
7,0 con ten ant 0,4 g/l de p-phenylenediamine ou de p-aminophenol. 
10 Les experimentations ont ete effectuees avec des concentrations de precurseurs de colorants d'environ 
0,4 g par litre et 0,1 unite enzymatique . 

Les etudes effectuees aussi bien sur I'oxydation de la para-phenylene diamine (pPD) que sur 1'oxydation 
du para-aminophenol (pAP) montrent que ces deux laccases ont des activites optimales dans des pH proches 
de ia neutrality, comme on peut le voir sur les figures 1 et 2 resumant les resultats obtenus. 

15 

EXEMPLE 3- 

Coloration de tissus de laine par la composition selon [Invention . 

20 Les colorations sont obtenues sur des tissus de laine plonges 35 mn a 25°C dans un melange reactionnel 
constitue de 25 ml de solution tampon phosphate 0,02 M, pH 7;, 0,5 u de laccase , un melange gquimolaire 
(environ 2mM) de deux colorants (une base + un coupleur) pour une teneur totale de 0,4 g/l. 
Les resultats sont resumes dans le tableau I . 

L'etude a montre qu'en raison de la grande specificite des precurseurs de colorants pour I'enzyme (en par- 
25 ticulier des molecules aromatiques substitutes en ortho et en para), les teneura en colorants requises pour 
obtenir une nuance naturelte sont beaucoup plus faibles que eel les utilisees en coloration d'oxydation tradi- 
tionnelle. Par exemple, la teneur maximale en colorants est de 4% environ pour une coloration traditionnelle 
et de 0,2% environ pour une coloration enzymatique selon I'invention. Malgre ces faibtes quantites de colo- 
rants, les teintures obtenues montrent une resistance aux shampooings tout a fait comparable a celle d'une 
30 teinture traditionnelle. 
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Rev ndicati n 

5 1. Composition pour la coloration non 6claircissante des fibres keratiniques et en particulier des cheveux 
comprenant notamment un enzyme capable de catalyser la formation des polym&res colorants, et compre- 
nant aussi des pr^curseurs de colorant tels que des bases et des coupleurs, dans une solution tampon- 
nee , caracterisee en ce que le pH de ladite composition est proche de la neutrality et ledit enzyme a une 
activity optimale dans une gamme de pH comprise entre 6,5 et 8 et ne necessite pas pour son activite la 

10 presence de peroxyde d'hydrogfene . ' 

2. Composition selon la revendication I, caracterisee en ce que I'enzyme est une laccase, en particulier la 
laccase de Rhizoctonia prattcola ou de Rhus vernicifera. 
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3. Composition selon Tune des revendications I et 2,caracteris£e en ce que la laccase de Rhizoctonia pra- 
ticola estobtenue par fermentation. 

4. Composition selon Tune des revendications I k 3, caracterisee en ce que les bases sont notamment des 
amines aromatiques , des diaminoph6nols et/ou des aminoph6nols dans lesquels les groupements ami- 
nes et alcools sont de manure pr6f6rentielle en position ortho ou para. 

5. Composition selon la revendication 4 > caracterisee en ce que les bases sont notamment la para-ph6nyl£- 
nediamine, I'ortho-aminophenol, le para-methylaminophenol , le para-aminoph6nol, la para-toluylenedia- 
mine et/ou la N-ph6nyl-paraph6nyI6nediamine. 

25 6. Composition selon Tune des revendications I d 5, caracterisee en ce que les coupleurs sont des m6ta- 
diamines, des metaaminophenols, des polyphenols ou des naphtols, notamment le m£ta-aminoph£nol, 
le pyrocatechol, le pyrogallol, le resorcinol, le l-naphtol t la m6taph6nyl6nedi amine, le para-amino-ortho- 
cresol, I'hydroquinone, le I, &-di hydroxy nap htal^ne, et/ou le 2, 7-di hydroxy naphtal&ne. 

30 7. Composition selon Tune des revendications I d 6, caracterisee en ce que le milieu est tamponne d I'aide 
d'un tampon phosphate. 

8. Composition selon Tune des revendications I & 7, caracterisee en ce que la quantity totale de precurseur 
est prise dans la gamme allant de 0,05% d 0,3% en poids de la composition et preferentiellement de 

35 rordredeO,12%. 

9. Procede de coloration des cheveux , caracterise en ce que les cheveux sont traites avec la composition 
selon Tune des revendications I d 8 . 
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10. Procede selon la revendication 9 , caracterise en ce que le temps de traitement est pris dans la gamme 
allant de IO d 40 minutes et preferentiellement de 20 d 35 minutes, cette dur6e pouvant §tre reduite par 
chauffage doux & une temperature n'excedant pas 40°C environ. 
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□laccQse Rhizoctonia + laccaseRhus 



FIG.2 
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